


















UPORABA POROTVORNIH BAKTERIJSKIH 




































UPORABA POROTVORNIH BAKTERIJSKIH TOKSINOV ZA 
DETEKCIJO IN ANALIZO BIOMOLEKUL 
 
DIPLOMSKO DELO 
Univerzitetni študij - 1. stopnja 
 
 
USE OF BACTERIAL PORE-FORMING TOXINS FOR THE 
DETECTION AND ANALYSIS OF BIOMOLECULES 
 
B. SC. THESIS 



















Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in analizo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
II 
 
Diplomsko delo je zaključek Univerzitetnega študijskega programa prve stopnje 
Biotehnologija. 
 
Študijska komisija 1. in 2. stopnje študija biotehnologije je za mentorja diplomskega dela 








Komisija za oceno in predstavitev: 
 
Predsednica: prof. dr. Polona JAMNIK 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo 
 
Članica: prof. dr. Kristina SEPČIĆ 
  Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za biologijo 
 
Članica: doc. dr. Nada ŽNIDARŠIČ 












Datum predstavitve: 10.7.2020 
 
 
Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in analizo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
III 
 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA 
 
ŠD Du1  
DK UDK 601.4:577.21(043.2) 
KG porotvorni toksini, nanopore, α-hemolizin, aerolizin, citolizin A, sekvenciranje, 
detekcija biomolekul, analiza biomolekul 
AV ŽIBERNA, Rok  
SA SEPČIĆ, Kristina (mentorica) 
KZ SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
ZA Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, Univerzitetni 
študijski program prve stopnje Biotehnologija 
LI 2020 
IN UPORABA POROTVORNIH BAKTERIJSKIH TOKSINOV ZA DETEKCIJO IN 
ANALIZO BIOMOLEKUL  
TD Diplomsko delo (Univerzitetni študij - 1. stopnja)  
OP VI, 20 str., 8 sl., 65 vir. 
IJ sl 
JI sl/en 
AI Napredek raziskav na področju bakterijskih porotvornih toksinov (PFT) je v zadnjem 
desetletju razkril presenetljivo kompleksnost njihove zgradbe in sestave. Visoka 
strukturna raznolikost PFT in njihova sposobnost, da tvorijo selektivno in regulirano 
pot za vodo, ione in vodotopne molekule v bioloških in umetnih membranah, nudi 
številne možnosti za različne medicinske in biotehnološke aplikacije. Njihova 
uporabnost se kaže predvsem na področju detekcije in analize biomolekul. Pri tovrstni 
metodologiji gre za premestitev molekule (npr. DNA ali proteina) skozi poro, pri 
čemer se spremeni ena ali več lastnosti opazovanega sistema (membrana s poro). 
Spremembe se lahko z ustreznimi inštrumenti izmerijo in prevedejo na primer v 
zaporedje baznih parov ali v aminokislinsko zaporedje. Tovrstna tehnologija je na 
voljo za sekvenciranje DNA in se nenehno izboljšuje. Od prvotne uvedbe leta 2014 je 
pritegnila veliko zanimanja in si ustvarila veliko bazo uporabnikov. Trenutno je to 
edina komercialno dostopna aplikacija nanopor, vendar po količini novih člankov 
pisanih na to temo predvidevam, da se bo uporabnost razširila še na širši spekter 
analitov. 
Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in analizo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
IV 
 
KEY WORDS DOCUMENTATION 
 
ND Du1  
DC UDC 601.4:577.21(043.2) 
CX pore-forming toxins, nanopores, α-hemolysin, aerolysin, citolysin A, sequencing, 
biomolecule detection, biomolecule analysis 
AU ŽIBERNA, Rok  
AA SEPČIĆ, Kristina (supervisor) 
PP SI-1000 Ljubljana, Jamnikarjeva 101 
PB University of Ljubljana, Biotechnical Faculty, Academic Study Programme in 
Biotechnology 
PY 2020  
TI THE USE OF BACTERIAL PORE-FORMING TOXINS FOR THE DETECTION 
AND ANALYSIS OF BIOMOLECULES  
DT B. Sc. Thesis (Academic Study Programmes) 
NO VI, 20 p., 8 fig., 65 ref. 
LA sl 
AL sl/en 
AB Advances in research on bacterial pore-forming toxins (PFT) over the past decade 
have revealed surprising complexity in their structure and composition. The high 
diversity of PFT and their ability to generate selective and regulated pathways for 
water, ions and water-soluble molecules in biological in artificial membranes, makes 
them suitable for a wide variety of promising applications in biotechnology and 
medicine. Their applicability is mostly shown in biomolecule detection and analysis. 
This methodology involves the translocation of an analyte molecule (e.g. DNA or 
protein) through a nanopore, which results in alteration of one or more properties of 
the observed system (membrane with nanopore). These alterations can be measured 
with appropriate instruments and translated, for example, into a base pair sequence or 
amino acid sequence. This technology is currently available for DNA sequencing and 
is constantly improving. From its launch in 2014, the technology attracted a lot of 
interest and gathered a large user base. At the moment, this is the only commercially 
available nanopore application, but judging by the amount of recently published 
articles on this topic, it is suggestive that nanopore detection and analysis will further 
expand to a wider analyte range.  
Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in analizo biomolekul. 




  Str. 
 KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA  III 
 KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
 KAZALO VSEBINE V 
 KAZALO SLIK VI 
   
1 UVOD 1 
2 POROTVORNI TOKSINI: STRUKTURA, LASTNOSTI IN 
DELOVANJE NA MEMBRANE 
1 
2.1 α-HEMOLIZIN 2 
2.2 AEROLIZIN 3 
2.3 CITOLIZIN A 4 
3 METODE SEKVENCIRANJA DNA 5 
3.1 METODE SEKVENCIRANJA DNA PRVE GENERACIJE 5 
3.2 METODE SEKVENCIRANJA DNA DRUGE GENERACIJE 6 
3.3 METODE SEKVENCIRANJA DNA TRETJE GENERACIJE 7 
3.3.1 Koncept sekvenciranje DNA z nanoporo 7 
3.3.1.1 Oxford Nanopore Technologies in naprava Minion 9 
3.3.2 Vrste nanopor 11 
3.3.2.1 Proteinske nanopore 11 
3.3.2.2 Nanopore na trdni fazi 11 
4 METODE ZA DOLOČANJE AMINOKISLINSKEGA 
ZAPOREDJA V PROTEINIH 
12 
4.1 EDMANOVA DEGRADACIJA 12 
4.2 MASNA SPEKTROMETRIJA 12 
4.3 KONCEPT SEKVENCIRANJE AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA 
PROTEINOV Z NANOPORO 
12 
5 OSTALI VIDIKI UPORABE NANOPOR 14 
5.1 DETEKCIJA KOMFORMACIJSKIH SPREMEMB IN ORIENTACIJE 
PROTEINOV 
14 
5.2 UPORABA NANOPOR V METABOLOMIKI 15 
6 ZAKLJUČEK 15 
Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in analizo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
VI 
 






Slika 1: Trakovni prikaz α-hemolizinskega heptamera 3 
Slika 2: Trakovni prikaz aerolizinskega heptamera 4 
Slika 3: Trakovni prikaz dodekamera citolizina A   5 
Slika 4: Postopek translokacije DNA skozi α-hemolizinsko nanoporo 8 
Slika 5: Primer podatkov, pridobljenih z napravo MinION 8 
Slika 6: Prikaz notranjih komponent naprave MinION 9 
Slika 7: Prikaz notranjosti pore α-hemolizina in porina CsgG 10 
Slika 8: Prikaz možnih dogodkov ob translokaciji proteina skozi nanoporo in njihovega 




Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in uporabo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
1 
 
1  UVOD 
Porotvorni toksini (ang. pore-forming toxins, PFT) so najpogostejši citotoksični proteini, ki so 
potrebni za virulenco pri večjemu številu pomembnih patogenih bakterij kot so Streptococcus 
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli in Mycobacterium tuberculosis. 
Bakterije proizvajajo PFT z namenom, da ubijejo drugo bakterijo ali pri patogenih bakterijah 
za promocijo kolonizacije in širjenja bakterij v gostitelju (Los in sod., 2013; Bischofberger in 
sod., 2012). 
 
Čeprav PFT sprva niso pritegnili veliko pozornosti, je napredek raziskav v zadnjem desetletju 
razkril presenetljivo kompleksnost njihove zgradbe in sestave ter številne možne aplikacije. 
Nanopore, ki jih tvorijo PFT kažejo velik potencial pri detekciji in analizi biomolekul. Pri 
tovrstnem zaznavanju gre za premestitev molekule (npr. proteina ali DNA) skozi poro, pri 
čemer se spremeni ena ali več lastnosti opazovanega sistema (membrana s poro). Spremembe 
se lahko z ustreznimi inštrumenti izmerijo in prevedejo na primer v zaporedje baznih parov ali 
aminokislin (Di Muccio in sod., 2019; Dal Peraro in van der Goot, 2016; Gurnev in 
Nestorovich, 2014). 
 
Rdeča nit tega diplomskega dela je opis mehanizma delovanja in prednosti ter slabosti ene 
izmed relativno novejših analitskih tehnologij - implementacijo PFT v tehnologijo 
sekvenciranja tretje generacije in njihovo uporabo v drugih analitskih metodah. 
2  POROTVORNI TOKSINI: STRUKTURA, LASTNOSTI IN DELOVANJE NA 
MEMBRANE 
Mnoge bakterije proizvajajo toksine, ki tvorijo transmembranske kanalčke v plazemskih 
membranah tarčnih celic ali v membranah njihovih znotrajceličnih organelov. Porotvorni 
toksini predstavljajo največji delež bakterijskih citotoksičnih proteinov (25-30%) in 
prispevajo k virulenci pri mnogih znanih patogenih bakterijah kot so Streptococcus 
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Escherichia coli in Mycobacterium tuberculosis. Tvorbo 
kanalov omogoča sposobnost toksinov, da lahko obstajajo v več različnih konformacijskih 
stanjih. Najbolj raziskani stanji sta stabilna vodotopna konformacija in integrirana 
membranska pora. Porotvorni toksini se običajno izločajo kot vodotopni monomeri. Ob 
zaznavi in vezavi s specifičnim membranskim receptorjem oligomerizirajo in preko 
konformacijskih sprememb tvorijo transmembransko poro. Nastali kanali posredno ali 
neposredno prispevajo k virulentnemu delovanju toksina. Najpogostejša funkcija kanala je 
uničenje tarčne celice. V membrani ustvarjen kanal povzroči nenadzorovan pretok ionov, 
vode in/ali v vodi topnih metabolitov skozi poro, kar vodi v celično smrt. Porotvorne toksine 
najpogosteje klasificiramo glede na sekundarno strukturo regije, ki prodira skozi membrano. 
Tako poznamo PFT, ki v transmembranskem segmentu tvorijo α-vijačnice (α-PFT) ali β-
sodčke (β-PFT) (Gurnev in Nestorovich, 2014; Los in sod., 2013; Geny in Popoff, 2006). 
 
Izmed mnogih porotvornih bakterijskih toksinov s potencialnimi biotehnološkimi aplikacijami 
bom izpostavil slednje: 
 
- α-hemolizin (iz Staphylococcus aureus) 
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- aerolizin (iz Aeromonas hydrophila) 
 
- citolizin A (iz Escherichia coli) 
2.1  α -HEMOLIZIN 
α-hemolizin (αHL) je PFT, ki ga izloča človeku patogena bakterija Staphylococcus aureus. 
Toksin selektivno deluje na več vrst celičnih linij, pri čemer so nekatere bolj občutljive od 
drugih. Dokazano je, da toksin lahko lizira zajčje eritrocite, človeške eritrocite, trombocite, 
levkocite, endotelijske celice in epitelijske celice. Toksin lahko vpliva na nekatere celične 
linije tudi v sublitičnih koncentracijah. V tovrstnih koncentracijah lahko privede do sprememb 
znotraj signalnih poti, ki regulirajo proliferacijo celice in/ali sprožijo vnetni odziv celice s 
sekrecijo citokinov (Berube in Wardenburg, 2013). 
 
Bakterija Staphylococcus aureus izloča α-hemolizin kot monomer sestavljen iz 293 
aminokislinskih ostankov in z molekulsko maso 33 kDa. Na membrano tarčne celice se lahko 
veže preko membranskega proteina ADAM10 (von Hoven in sod., 2016) ali, ob prisotnosti 
holesterola, preko fosfoholinskih glav membranskih fosfolipidov (Thurnheer in sod., 2016). 
Sedem na membrano adsorbiranih monomernih podenot oligomerizira in tvori preporo. 
Podenote se nato konformacijsko spremenijo, prodrejo skozi membrano in tvorijo končno 
transmembransko poro. α-hemolizin spada v družino β-PFT, kar pomeni, da končna pora 
prehaja membrano v obliki β-sodčka (Song in sod., 1996). 
 
Visokoresolucijske strukture končno sestavljenega heptamera so bile določene že sredi 90-ih 
let (Song in sod., 1996), medtem ko so za monomerno obliko proteina do leta 2015 bili na 
voljo le modeli pridobljeni z manj natančno metodo ozko-kotnega sipanja rentgenske svetlobe 
(ang. small angle x-ray scattering; SAXS) oz. z računalniško ekstrakcijo iz heptamera 
(Meesters in sod., 2009; Sugawara in sod., 2015). 
 
Heptamerni kompleks (Slika 1) je po obliki podoben gobi. V višino meri ~10 nm in je 
premera ~10 nm. Vzdolž celotnega kompleksa poteka kanalček premera 1,4-4,6 nm. 
Kompleks sestavljajo domena »klobuka« (ang. »cap«), domena »beta« (ang. »stem«) in 7 
robnih domen (ang. »rim«). Domena klobuka skupaj z sedmimi robnimi domenami tvori 
jedro proteinskega kompleksa, ki skoraj v celoti izstopa iz membrane. Domena klobuka je 
sestavljena iz sedmih beta sendvičev in regij, ki tvorijo zapahe med posameznimi 
protomerami. »Bet« predstavlja litični 14-verižni transmembranski  β-sodček, sestavljen iz 
sedmih β-lasnic, od katerih vsako prispeva po en protomer. Notranjost β-sodčkov je predvsem 
hidrofilna, zunanjost pa hidrofobna (Song in sod., 1996). 
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Slika 1: Trakovni prikaz α-hemolizinskega heptamera. Vsaka barva označuje en protomer. Slika A prikazuje 
heptamer z vrha medtem ko slika B od strani. Kompleks je shranjen v proteinski podatkovni bazi (PBD) pod 
akcesornim številom 3M2L (Song in sod., 1996). 
2.2  AEROLIZIN 
Aerolizin pomembno prispeva k patogenosti bakterije Aeromonas sp., ki pri ljudeh povzroča 
gastroenteritis, globoke okužbe ran in sepso. Bakterija izloča toksin v obliki vodotopnega 
monomera, proaerolizina. Veže se na proteinske receptorje na membrani tarčne celice in po 
proteolitični aktivaciji tvori krožne heptamere, ki se vstavijo v plazemsko membrano. 
Heptameri permeabilizirajo membrano, kar lahko vodi v celično smrt. Kot α-hemolizin tudi 
aerolizin spada v družino β-PFT. 
 
Strukturo izločenega topnega monomera (proaerolizina), velikosti 52 kDa, so Parker in 
sodelavci (1994) razrešili s X-žarkovo kristalografijo, iz katere je razvidno, da je sestavljena 
iz štirih domen. 
 
Domeni 1 in 2 sta odgovorni za vezavo s proteini, sidranimi v membrano z molekulo GPI (N-
glikozilirani glikozilfosfatidilinozitol). Tovrstni proteini delujejo kot aerolizinski receptorji. 
Domena 2 se veže neposredno na glikansko jedro GPI sidra, medtem ko je domena 1 
odgovorna za vezavo N-vezanega modificiranega sladkorja, prisotnega na receptorju. Domena 
3 je sestavljena iz pet-verižnega β-lista in pecljate zanke, ki je zavita v smeri proti β-listu. 
Pecljata zanka se na koncu ponovno zvije v eno lasnico končnega transmembranskega β-
sodčka in je odgovorna za vstavljanje in sidranje β-sodčka v membrano. Domena 4 je 
podaljšek β-lista domene 3, vendar je list, zaradi C-terminalnega peptida (CTP), razprt v zvit 
dvojni β-list. CTP je propeptid, prisoten v proaerolizinu, ki s svojimi šaperonskimi lastnostimi 
omogoči pravilno zvitje monomera in onemogoči prezgodnjo tvorbo pore in agregacije 
monomerov (Iacovache in sod., 2016; Iacovache in sod., 2011; Parker in sod., 1994). 
 
Za prehod toksina v aktivno stanje mora biti CTP odstranjen z gostiteljskimi ali bakterijskimi 
proteazami. Po odstranitvi CTP, divji tip toksina spontano oligomerizira in tvori v membrano 
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vstavljeno poro (Slika 2). Notranji premer pore meri 1,0-1,7 nm. V lumen pore je usmerjenih 
veliko nabitih aminokislinskih ostankov, kar se kaže v ionski selektivnosti pore (Iacovache in 
sod., 2016; Degiacomi in sod., 2013). 
 
Slika 2: Trakovni prikaz aerolizinskega heptamera. Vsaka barva označuje en protomer. Slika A prikazuje 
heptamer z vrha medtem ko slika B od strani. Kompleks je shranjen v proteinski podatkovni bazi (PDB) pod 
akcesornim številom 5JZT (Iacovache in sod., 2016). 
2.3  CITOLIZIN A 
Citolizin A (ClyA) je α-porotvorni toksin (α-PFT) odgovoren za hemolitični fenotip mnogih 
sevov bakterij Escherichia coli in Salmonella enterica. Toksin je citotoksičen za kultivirane 
sesalčje celice, pri makrofagih povzroča apoptozo in vodi v propad tkiva. ClyA iz bakterije 
Escherichia coli je v vodi topen monomer dolžine 302 aminokislinskih ostankov in velikosti 
33,6 kDa. Monomer je sestavljen iz dveh domen, ki tvorijo paličasto obliko. Vsebuje repno 
domeno, sestavljeno iz skupka petih α-vijačnic in glavno domeno iz manjše β-lasnice obdane 
z dvema kratkima α-vijačnicama. Ob interakciji z lipidno membrano ali z detergentom N-
dodecilmaltozidom se sproži kaskada obsežnih konformacijskih sprememb monomera, tvorbe 
protomerov in oligomerizacije v končno obliko pore. Najpogostejša oblika pore je 
dodekamer, velikosti 403 kDa (Slika 3) (Roderer in Glockshuber, 2017; Mueller in sod., 
2009; Wallace in sod., 2000). 
 
Pora (Slika 3) je cilindrične oblike z višino 13 nm in zunanjim premerom 10,5 nm. Najožji 
notranji premer pore se nahaja na znotrajcelični strani in meri 3,5 nm. Velik delež pore je 
lociran na zunajcelični strani membrane, le manjši del pa tvori transmembransko regijo. 
Notranji del pore vsebuje presežek negativnega naboja, kar se kaže v selektivnosti za katione 
(Roderer in Glockshuber, 2017). 
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Slika 3: Trakovni prikaz dodekamera citolizina A. Vsaka barva označuje en protomer. Slika A prikazuje 
heptamer z vrha medtem ko slika B od strani. Kompleks je shranjen v proteinski podatkovni bazi (PDB) pod 
akcesornim številom 6MRT (Peng in sod., 2019). 
3  METODE SEKVENCIRANJA DNA 
Watson in Crick sta leta 1953 slavno rešila tridimenzionalno strukturo DNA na podlagi 
kristalografskih podatkov, ki sta jih ustvarila Rosalind Franklin in Maurice Wilkins (Watson 
in Crick, 1953). Odkritje strukture je prispevalo h konceptualnem razvoju in potrjevanju teorij 
podvajanja DNA (Meselson in Stahl, 1958), kodiranja proteinov z DNA in tudi razvoju metod 
sekvenciranja nukleinskih kislin. Začetni poskusi sekvenciranja so se osredotočali na najbolj 
razpoložljiv vir relativno čistih vrst RNA, kot so mikrobna ribosomalna RNA, prenašalna 
RNA ali genom enoverižnih RNA bakteriofagov. Te so lahko v veliki meri proizvedli v 
celičnih kulturah, bili pa so tudi bistveno krajši in manj kompleksni v primerjavi z dvoverižno 
DNA molekulo evkariontov. Poleg tega so bili encimi RNAze, ki so lahko rezali verige RNA 
na določenih mestih, že znani in dostopni.  Leta 1965 so Robert Holley in sodelavci tako 
pridobili prvo celotno sekvenco nukleinske kisline alanin-tRNA iz organizma Saccharomyces 
cerevisiae (Holley in sod., 1961, Holley in sod., 1965). Nadaljnji napredki in nova odkritja na 
področju biologije in kemije so v naslednjih 10 letih privedli do tehnologij sekvenciranja prve 
generacije. 
3.1  METODE SEKVENCIRANJA DNA PRVE GENERACIJE 
Prvi vsesplošno uporabljeni metodi sekvenciranja DNA prve generacije sta metoda Maxam-
Gilbert (Maxam in Gilbert, 1977) in sekvenciranje po Sangerju (Sanger in sod., 1977). 
Slednja je ostala relevantna vse do začetka 21. stoletja oziroma do razvoja in komercializacije 
tehnologije sekvenciranja druge generacije leta 2005. 
 
Pri Maxam-Gilbertovi metodi gre za predhodno cepitev na 5` radioaktivno označenem mestu 
DNA molekule v 4 različnih kemijskih reakcijah. Kemijska obdelava povzroči cepitev DNA 
pri eni ali dveh od štirih nukleotidnih baz, različno v vsaki izmed štirih reakcij. Po kemijski 
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obdelavi lahko pridobljenim fragmentom s pomočjo poliakrilamidne gelske elektroforeze 
določimo dolžino v baznih parih in s tem položaj različnih nukleotidov. To je bila prva 
tehnika sekvenciranja, ki je bila široko sprejeta. Tehnika je časovno precej potratna in za 
svoje delovanje uporablja nevarne kemikalije, zato se je kmalu po njenem razvoju pozornost 
preusmerila na metodo sekvenciranja po Sangerju (Sanger in sod., 1977; Maxam in Gilbert, 
1977). 
 
Pri sekvenciranju po Sangerju, v primerjavi z Maxam-Gilbertovo metodo, ne gre za cepitev 
DNA verige ampak za sintezo DNA z zaustavitvijo podvajanja verige z dideoksinukleotidom. 
Pri tovrstni verižni reakciji s polimerazo (ang. Polymerase chain reaction; PCR) se v DNA 
verigo občasno vstavijo dideoksi nukleotidne baze kar posledično privede do zaključka 
podaljševanja DNA verige. Rezultat reakcije je veliko število oligonukleotidnih kopij 
matrične DNA naključnih dolžin. Tudi pri tej metodi s pomočjo poliakrilamidne gelske 
elektroforeze, glede na velikost radioaktivno označenih fragmentov DNA pridobijo želeno 
sekvenco. S časom se je začela avtomatizacija procesa in radioaktivne označbe so zamenjali s 
fluorescentnimi, kar je naredilo metodo precej bolj varno, hitrejšo in porabniku prijaznejšo 
(Sanger in sod., 1977; Martin in sod., 1985). 
3.2  METODE SEKVENCIRANJA DNA DRUGE GENERACIJE 
Vzporedno s konstantnim izboljševanjem in napredovanjem metode po Sangerju, se je 
pojavila še ena tehnika, pirosekvenciranje. Metoda se je od prej obstoječih metod izrazito 
razlikovala po tem, da ni bilo potrebe po uporabi radioaktivnega ali fluorescenčnega 
označevanja nukleotidnih baz ali vizualizacije z gelsko elektroforezo. Namesto tega so 
raziskovalci uporabili luminescentno metodo za merjenje količine pirofosfata, ki nastane ob 
dodajanju nukleotida v verigo DNA. Gre za dvoencimski proces, pri katerem se pirofosfat,  s 
pomočjo encima ATP sulfurilaze pretvori v ATP. ATP se nato uporabi kot substrat za 
luciferazo, pri čemer nastane svetloba, ki je premo sorazmerna s količino nastalega pirofosfata 
(Nyrén in Lundin 1985). Metoda je bila najprej omenjena leta 1988 (Hyman, 1988), leta 2005 
pa je bila prvič uporabljena v inštrumentu s strani podjetja 454 Life Sciences. Predstavlja prvo 
uspešno komercialno tehnologijo sekvenciranja druge generacije. Tehnologija sekvenciranja 
druge generacije proizvaja ogromno količino kratkih odčitkov, ki običajno variirajo v dolžini 
med ~10 bp in ~800 bp. 
 
Inštrumenti, ki jih je proizvedel 454 Life Sciences, so predstavljali spremembo paradigme, saj 
so omogočili veliko število vzporednih reakcij sekvenciranja, kar je močno povečalo količino 
DNA, ki jo je mogoče naenkrat sekvencirati. Po uspehu inštrumenta se je začelo pojavljati 
vedno več tehnik vzporednega sekvenciranja DNA. Izmed novejših je imela največji vpliv 
metoda Solexa, kasneje poimenovana Ilumina sekvenciranje (Meyer in Kircher, 2010). 
 
Pri Ilumina metodi sekvenciranja gre za prenos molekul DNA čez veliko število 
komplementarnih oligonukleotidov vezanih na pretočno ploščo, na kateri kasneje poteče PCR 
reakcija. Ta iz vsake vezane DNA verige producira gručo klonalne populacije DNA. Tak 
postopek formiranja gruče so poimenovali »bridge amplification«, ker se morajo DNA verige, 
za vezavo z začetnim oligonukleotidom in začetek podvojevanja, upogniti. Ob prisotnosti 
encima polimeraze in ustrezne temperature se začne PCR reakcija. Po pridobitvi gruč se 
prične sekvenciranje s sintezo (ang. sequencing by synthesis; SBS) s pomočjo fluorescentnih 
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»reverzibilnih terminatorskih« dNTP, ki ne morejo takoj vezati nadaljnjih nukleotidov saj 
fluorofor zaseda 3' hidroksilni položaj. Tega je potrebno odstraniti, preden se polimerizacija 
lahko nadaljuje, kar omogoča sinhrono sekvenciranje (Meyer in Kircher, 2010). 
3.3  METODE SEKVENCIRANJA DNA TRETJE GENERACIJE 
Tehnologije tretje generacije obsegajo metode, ki so sposobne sekvencirati posamezne 
molekule in ne zahtevajo pomnoževanja vzorčne DNA. Za razliko od tehnologij druge 
generacije, kjer pride do tvorbe kratkih odčitkov dolgih nekaj sto baznih parov, tehnologije 
tretje generacije generirajo več kot 10.000 bp dolge odčitke. 
 
Trenutno je najbolj uveljavljena tehnologija PacBio SMRT (monomolekularno sekvenciranje 
v realnem času; ang. single-molecule real-time sequencing), ki je bila komercialno uvedena 
leta 2010. Tehnologija SMRT sekvencira DNA z uporabo SBS. Med vključevanjem 
fluorescenčno označenih nukleotidov v posamezno matrično DNA poteka optični nadzor 
molekul (Roberts in sod., 2013). 
 
Zelo obetavno področje sekvenciranja tretje generacije predstavlja tehnologija z uporabo 
nanopor, kar zajema le del večjega področja uporabe nanopor za odkrivanje in kvantificiranje 
vseh vrst bioloških in kemijskih molekul. Z letom 2014 je podjetje Oxford Nanopore izdalo 
svoj prvi izdelek MinION, ki predstavlja prvo komercialno dostopno tehnologijo 
sekvenciranja z uporabo nanopor. 
 
3.3.1  Koncept sekvenciranja DNA z nanoporo 
Pri sekvenciranju z uporabo nanopor je proteinska pora, v velikosti nanometra, vstavljena v 
biološko ali sintetično membrano. Z membrano ločeni cis in trans komori sta napolnjeni s 
pufersko prevodno elektrolitsko raztopino. Z uporabo elektrod se na membrani ustvari 
napetost, pod katero se elektrolitni ioni v raztopini elektroforetsko premikajo skozi poro in 
tako ustvarijo merljiv ionski tokovni signal. Negativno nabite enojne verige DNA molekule 
(ssDNA) se zaradi ustvarjene napetosti prav tako elektroforetsko transportirajo skozi 
nanoporo iz cis komore v trans komoro. Med prehodom ssDNA skozi poro je prehod ionov 
čez membrano delno blokiran, kar posledično zmanjša prevodnost pore na vrednost odvisno 
od specifičnih nukleotidov prisotnih v najožjem delu pore (Feng in sod., 2015; Noakes in 
sod., 2019). 
 
Ker je sam prehod analita čez poro prehiter za učinkovito identificiranje nukleotidov, so se 
razvile različne metode upočasnjevanja tega procesa. Ena izmed prvotnih rešitev problema je 
kovalentna vezava β-ciklodekstrina na notranjo stran pore (Clarke in sod., 2009). Trenutno pa 
se za upočasnitev translokacije najpogosteje uporabljeni motorni proteini. 
 
Na analitsko dvojno vijačnico DNA (dsDNA) se v cis komori veže motorni protein, kot je 
encim polimeraza ali helikaza, ki omeji hiter premik nukleinske kisline skozi poro. Kompleks 
motornega proteina in dsDNA se nasloni na poro in encim se prične »sprehajati« po molekuli 
in jo sproti odvijati. Posledično se ssDNA v več diskretnih korakih transportira skozi 
nanoporo (Slika 4). Upočasnitev translokacije omogoči učinkovitejši in natančnejši proces 
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sekvenciranja oz. dekodiranja signala. Pri sekvenciranju se uporablja računalniški algoritem, 
ki zazna encimske korake v neobdelanem ionskem signalu in algoritem za dešifriranje 




Slika 4: Postopek translokacije DNA skozi α-hemolizinsko nanoporo. a) Dvojna vijačnica DNA z vezanim 
motornim proteinom se usede na nanoporo. b) in c) Motorni protein prične odvijati dvojno verigo in skupaj z 
membransko napetostjo omogoči diskreten premik enojne verige skozi nanoporo. d) Po odvitju celotnega dvojne 
verige se motorni protein odstrani z pore. e) Pora je prosta za interakcijo z novim DNA-motorno proteinskim 
kompleksom (prirejeno po de Lannoy in sod., 2017). 
 
 
Slika 5: Primer podatkov, pridobljenih z napravo MinION. Siva črta predstavlja neobdelan signal ionskega toka, 
rdeče črte pa posamezne dogodke/korake motornega proteina, ki so bili zaznani preko računalniških algoritmov. 
Algoritem nato preko specifičnih sprememb signala dešifrira sekvenco baznih parov. Za lažje razumevanje je v 
grafu predpostavljeno, da na tok v določenem času vedno vpliva pet baz, kar pa ne drži vedno (prirejeno po de 
Lannoy in sod., 2017). 
 
Prvotne raziskave na področju identifikacije in sekvenciranja molekul so se osredotočale 
predvsem na uporabo toksina α-hemolizina. Z uporabo α-hemolizina vgrajenega v membrano 
so Kasianowicz in sodelavci leta 1996 prvič eksperimentalno dokazali možnost detekcije 
nukleinskih kislin z uporabo nanopore. Leta 2014 je na trg prišel prvi sekvenator imenovan 
MinION, ki za sekvenciranje uporablja tehnologijo nanopor. 
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3.3.1.1  Oxford Nanopore Technologies in naprava Minion 
MinION (Slika 5) je prenosna naprava za sekvenciranje DNA, proizvedena s strani podjetja 
Oxford Nanopore Technologies in deluje po konceptu opisanem v točki 3.3.1. Trenutno je 
najmanjša naprava, ki je na voljo na trgu, z dimenzijami 10,5 cm x 3,3 cm x 2,3 cm in težo 
87g. V primerjavi s konkurenco je bistveno cenejša, za najosnovnejši model naprave je 
potrebno odšteti le 900€. Lahko se priključi neposredno na standardni vhod USB3 v 
računalnik z majhnimi potrebami strojne opreme. Na računalniku, na katerega je priključen 
MinION, je potrebna programska oprema, imenovana MinKNOW (MinION, 2020). 
 
MinKNOW izvaja več osnovnih nalog pri sekvenciranju, med drugim pridobivanje podatkov 
in njihovo analizo v realnem času. Potreben je tudi za zagotavljanje pravilnega in 
verodostojnega delovanja inštrumenta. Po končanem sekvenciranju so na novo pridobljeni 




Slika 6: Prikaz notranjih komponent naprave MinION, proizvedene s strani podjetja Oxford Nanopore 
Technologies (prirejeno po Lu in sod., 2016). 
 
MinION vsebuje pretočno ploščo na katero nanesemo vzorec. Plošča vsebuje niz 512 
senzorjev, nadzorovanih s strani aplikacijsko specifičnega integriranega vezja. Vsak senzor je 
povezan s štirimi nanoporami, vendar je naenkrat aktivna samo ena pora na senzor. Pretočno 
ploščo lahko uporabimo večkrat, vendar se z uporabo in časom integriteta por zmanjšuje 
(Plesivkova in sod., 2019). 
 
Začetne generacije naprave MinION so vsebovale nanopore ustvarjene s toksinom α-
hemolizinom. Ta je bil prvotno izbran za detekcijo ssDNA, zaradi primerljivega premera pore 
(1,4 nm) in premera ssDNA (~1 nm). Novejše generacije pa uporabljajo bakterijski porin 
pridobljen iz organizma Escherichia coli imenovan ‘Curlinova’ od sigma S faktorja odvisna 
rastna podenota G (ang. Curlin sigma S-dependent growth subunit G; CsgG). V primerjavi s 
porami starejših generacij vsebujejo novejše CsgG pore bistveno manjšo bralno glavo. Pri 
pori α-hemolizina se lahko v ožjem delu kanalčka med postopkom translokacije nahaja od 
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štiri do pet posameznih nukleotidov, medtem ko lahko manjša bralna glava CsgG porina 
naenkrat vsebuje le dva (Slika 7). Zaradi tega, postane z uporabo CsgG porina identifikacija 




Slika 7: Prikaz notranjosti pore α-hemolizina in porina CsgG (prirejeno po Zhou in sod., 2020). 
 
Pred nanosom vzorca na pretočno ploščo je potrebna priprava knjižnice. Gre za niz korakov v 
katerih se vzorec pripravi na postopek sekvenciranja. Koraki potekajo v naslednjem vrstnem 
redu: neobvezna cepitev DNA verige na fragmente želene dolžine, popravljanje poškodb 
DNA, ustvarjanje topih koncev na fragmentih DNA, dodajanje adeninskega nukleotida na 3' 
konec, ligacija adapterjev in čiščenje prostih nukleotidov in encimov. Knjižnica je v 
preteklosti vsebovala dva adapterja, in sicer vodilni (ang. »leader«) adapter (Y adapter) in 
lasnični (ang. »hairpin«) adapter (HP adapter), oba ligirana na nasprotne konce dsDNA. 
Sekvenciranje se prične pri 5' koncu enojne verige Y adapterja, sledi matrična veriga, nato HP 
adapter in na koncu komplementarna veriga. V primeru, da želimo uporabiti informacijo le iz 
matrične verige, obstaja tudi enostavnejši protokol. Pri slednjem je postopek dešifriranja baz 
enosmeren (1D), medtem ko gre pri dvosmernem (2D) postopku za uporabo informacije z 
obeh verig, kar se odraža v manjši stopnji napak. Najnovejšega naslednika 2D sekvenciranja 
pa predstavlja 1D2 sekvenciranje. Namesto uporabe HP adapterja, ki fizično povezuje verigi 
DNA, kemija 1D2 uporablja sklop veznikov (ang. »tether«), ki verigo DNA pritrdijo na 
membrano in tako povečajo možnost translokacije komplementarne verige takoj po 
translokaciji matrične verige. Iz teh dveh zaporednih odčitkov je mogoče pridobiti konsenzus 
zaporedje primerljive kvalitete kot pri 2D sekvenciranju, vendar brez potrebe po zapletenih 
postopkih priprave knjižnice. Trenutno so na voljo komercialni kiti za 1D sekvenciranje, 2D 
sekvenciranje pa je zamenjala metoda 1D2 (Cornelis, 2019). 
 
S konstantnim razvojem novih nanopor, kemijske tehnologije in programske opreme za 
dešifriranje nukleotidnih baz, se je bralna natančnost povečala na >97% (2020). Višja 
natančnost in hitrost metode je postala mogoča tudi zaradi uporabe umetne inteligence, ki je 
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postala močno orodje za dekodiranje sekvence neposredno iz neobdelanega signala (Cornelis, 
2019; New research algorithm yield accuracy gains for nanopore sequencing, 2020) 
3.3.2  Vrste nanopor 
Tehnologija nanopor je v zadnjih letih najbolj zanimiva na področju sekvenciranja DNA. 
Zanimanje pa se prenaša tudi na druga znanstvena področja.  Zaradi velike raznovrstnosti 
analitskih molekul je potreben razvoj novih nanopor, ki bi bile zmožne njihove detekcije in 
analize. Trenutno poteka razvoj v dveh smereh in sicer v smeri razvoja proteinskih nanopor in 
razvoja nanopor na trdni fazi. 
3.3.2.1  Proteinske nanopore 
Proteinske nanopore so robustne, pri nizki ceni zlahka reproducibilne in enostavne za 
modifikacije. Pridobljene so iz več vrst proteinskih družin, najpogosteje pa spadajo v skupino 
PFT. V analitiki prevladuje predvsem uporaba prej omenjenega bakterijskega α-hemolizina, z 
nadaljnjim razvojem metodologije nanopor pa so pričeli s testiranjem vedno več različnih 
proteinov, ki bi lahko natančno zaznavali specifične analitske molekule. Pore se med seboj 
razlikujejo po strukturnih značilnostih. Pomembna je predvsem oblika in dimenzija lumna ter 
površinska porazdelitev naboja. Pogosto preučevani proteini spadajo v družino hemolizinov, 
aerolizinu podobnih toksinov, aktinoporinov, antimikrobnih peptidov, kompleksov, ki 
napadejo membrano/perforina (ang. Membrane-attack complex/ perforin, MACPF) in od 
holesterola odvisnih citolizinov. Najpogosteje izhajajo iz mikroorganizmov, obstajajo pa tudi 
primeri uporabe porotvornih proteinov iz nekaterih nevretenčarjev, npr. ožigalkarjev 
(fragaceatoksin C) in kolobarnikov (lizenin) ter porotvornih proteinov vretenčarjev, 
pridobljenih iz imunskega sistema (perforin) (Watanabe in sod., 2017; Podobnik in Anderluh, 
2017; Podobnik in sod., 2016). 
 
Proteinske nanopore lahko še dodatno izboljšamo s proteinskim inženiringom. Velik delež 
inženiringa spada v kategorijo redizajniranja, pri kateri je obstoječi protein spremenjen tako, 
da osnovna struktura v veliki meri ostane nedotaknjena. Na primer, α-hemolizin je bil 
prilagojen zahtevam tehnologije nanopor z metodami mestnospecifične mutageneze (Ervin in 
sod., 2014), s kovalentnimi (Wu in sod., 2007) in nekovalentnimi modifikacijami ter 
nenaravno aminokislinsko mutagenezo (Banerjee in sod., 2010). 
3.3.2.2  Nanopore na trdni fazi 
Nanopora na trdni fazi je pora velikosti nanometra, formirana v sintetični membrani na primer 
iz grafena, stekla ali silicijevega nitrida. Pore različnih velikosti in oblik je mogoče ustvariti s 
pomočjo ionskih ali elektronskih žarkov, vendar je za doseganje zadostne natančnosti pri 
izdelavi in nizke cene produkcije potreben še nadaljnji razvoj. Takšno natančnost pri nizki 
ceni lahko trenutno dosežemo le z uporabo proteinskih nanopor. Kljub temu, pa bodo v 
prihodnjih generacijah nanoporni senzorji najverjetneje prešli na uporabo nanopor na trdni 
fazi, oz. uporabo por izdelanih iz sintetičnih materialov. Tako ustvarjene pore bodo v 
prihodnosti najverjetneje še dodatno znižale ceno in povišale reproducibilnost metodologije 
nanopor (Types of nanopores, 2020; Goto in sod., 2019 ; Yamazaki in sod., 2018). 
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4  METODE ZA DOLOČANJE AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA V PROTEINIH 
Proteini so velike biomolekule, sestavljene iz ene ali več verig aminokislinskih ostankov in so 
ključni za normalno delovanje vseh živih celic. Na tisoče različnih beljakovin vzdržuje vse 
celične funkcije, kot so podvojevanje in prevajanje DNA, kataliza osnovnega metabolizma in 
celično gibanje. Analiza beljakovin lahko zato posreduje ključne informacije za boljše 
razumevanje bioloških procesov in bolezni. V primerjavi z impresivnim tehničnim 
napredkom sekvenciranja DNA, razvoj visoko občutljivih tehnik sekvenciranja proteinov 
močno zaostaja. Edine metode, ki so trenutno na voljo za sekvenciranje proteinov, so 
Edmanova razgradnja, masna spektrometrija ali kombinacija obeh metod (Restrepo-Pérez in 
sod., 2018). 
 
V zadnjih nekaj letih se je pojavilo več pristopov za sekvenciranje aminokislinskega 
zaporedja proteina na ravni ene molekule. Nove ideje predstavljajo različne prenove 
Edmanove degradacijske metode in masne spektrometrije, transformacije eno-molekularnih 
platform za sekvenciranje DNA v platforme za sekvenciranje proteinov in razvoj popolnoma 
novih molekulskih naprav. Uporaba nanopor predstavlja eno izmed obetavnejših novejših 
tehnologij. 
4.1  EDMANOVA DEGRADACIJA 
Sekvenco aminokislin v proteinu ali peptidu lahko prepoznamo z Edmanovo degradacijo, ki 
jo je leta 1950 razvil Pehr Edman. S to metodo označimo in cepimo peptid iz N-terminalne 
domene proteina, ne da bi pri tem posegali v peptidne vezi med drugimi aminokislinskimi 
ostanki (Edman, 1950). Reakcijo Edmanove degradacije sta kasneje leta 1967 avtomatizirala 
(proteinski sekvenator) Edman in Beggs. 
4.2  MASNA SPEKTROMETRIJA 
Masna spektrometrija je analitska spektroskopska metoda, uporabna za merjenje razmerja 
med maso in nabojem ene ali več molekul v vzorcu. Masni spektrometer uporabimo za 
kvalitativno in kvantitativno analizo makrokomponent in sledi spojin v enostavnih ali 
kompleksnih zmeseh in materialih. Z metodo lahko pridobimo informacije o molekulski masi, 
elementarni sestavi in kemijski strukturi spojin (Splošno o centru za masno spektrometrijo, 
2020). 
4.3  KONCEPT SEKVENCIRANJA AMINOKISLINSKEGA ZAPOREDJA PROTEINOV Z 
NANOPORO 
Proteini so po kemijski strukturi bolj zapleteni od DNA, zgrajeni so iz 20 različnih 
aminokislinskih ostankov, medtem ko je DNA sestavljena iz samo štirih različnih 
nukleotidnih baz. Proteini so v primejavi z DNA tudi bolj kompaktni in heterogeno nabiti, 
zaradi česar bi pred postopkom sekvenciranja potrebovali še dodatne korake za pripravo 
vzorca. Prilagajanje tehnologije  sekvenciranju proteinov omejujeta dva večja problema. Prvi 
problem predstavlja zagotavljanje uniformnega in diskretnega premika peptida skozi 
nanoporo, drugi problem pa je identifikacija 20 različnih aminokislinskih ostankov (Ouldali in 
sod., 2020). 
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Pri trenutnih poskusih sekvenciranja aminokislinskega zaporedja z nanoporami se peptidna 
veriga transportira skozi nanoporo s pomočjo zunanjega električnega polja (Ouldali in sod., 
2020; Piguet in sod., 2018) ali s pomočjo molekularnih motorjev (Nivala in sod., 2014), kot je 
encim unfoldaza. Identifikacija aminokislinskih ostankov lahko poteka z uporabo 
modificiranih masnih spektrometrov sklopljenih z nanoporo (Bush in sod., 2017) ali kot pri 
sekvenciranju DNA s spremljanjem blokad ionskega toka skozi nanoporo (Ouldali in sod., 
2020). Do dokaza o delovanju koncepta sekvenciranja aminokislinskih zaporedij z 
nanoporami so prvi prišli Ouldali in sodelavci. Razvili so pot, po kateri so uspeli detektirati 
vseh 20 proteinogenih aminokislin z biološko nanoporo. Za poskus so izbrali bakterijski 
toksin aerolizin. Lumen aerolizinske pore je ravno prav širok (1,0 - 1,7 nm), da je lahko v 
njem nekaj aminokislin dolg peptid. Cona zaznavanja znotraj pore upočasni gibanje peptida, 
kar pripomore k boljši detekciji aminokislin. Aerolizinsko nanoporo so vstavili v lipidni 
dvosloj, ki je delil cis in trans komori napolnjeni z elektrolitno raztopino. Na trans strani 
membrane se je ustvarila zunanja negativna napetost, medtem ko je cis stran delovala kot 
ozemljitev. Pred detekcijo so posamezne aminokisline vezali na polikationsko prenosno 
molekulo, na heptapeptid arginina. Pozitivni skupni naboj argininskega heptapeptida je 
zagotovil enosmerni elektroforetski transport celotnega peptida skozi nanoporo iz cis v trans 
komoro. Pred dodatkom analita je čez membrano tekel enakomeren merljiv ionski tok (I0). Po 
dodatku peptidov v cis komoro je prišlo do blokade ionskega toka (Ib) zaradi transporta 
peptida skozi nanoporo. Peptid lahko na tak način identificiramo na podlagi časa in 
razsežnosti blokade ionskega toka (Ib/I0) (Ouldali in sod., 2020). 
 
Izmed 20 različnih aminokislin vezanih na prenosni peptid je Ouldaliju in sodelavcem (2020) 
uspelo identificirati 13 aminokislinskih ostankov (arginin, triptofan, fenilalanin, lizin, levcin, 
asparagin, treonin, prolin, asparaginsko kislino, alanin, cistein, serin in glicin) na podlagi 
specifičnih blokad ionskega toka. Ostalih 7 so razvrstili v 2 skupini (v prvi so glutamin, 
metionin, histidin, izolevcin in tirozin, v drugi pa glutaminska kislinain valin), ki sta kazali 
sicer prepoznaven signal v primerjavi z preostalimi aminokislinami, vendar ne znotraj svoje 
skupine. Za identifikacijo slednjih so predlagali modifikacijo pore ali analizirane 
aminokisline. Za primer so kemijsko modificirali aminokislini tirozin in metionin. Obe sta po 
modifikaciji kazali drugačne vrednosti Ib/I0, kar je omogočilo ločevanje od preostalih 
aminokislin. 
 
V svojem članku Ouldali in sodelavci (2020) predlagajo slednjo metodo paralelnega 
sekvenciranja aminokislinskega zaporedja. Prvotno bi bile terminalne aminokisline 
odcepljene od več kopij tarčnega proteina. Nato bi v drugem koraku odcepljene aminokisline 
s pomočjo ligaze vezali na prenosni peptid. Produkt bi z nanoporo analizirali in identificirali 
ter postopek ponovili. Postopek bi bil cikličen in bi lahko predstavljal alternativo Edmanovi 
degradaciji. 
 
Dokaz Ouldalija in sodelavcev (2020) o zmožnosti detekcije in identifikacije aminokislin z 
nanoporo kaže dobre obete za prihodnji razvoj metod sekvenciranja polipeptidnih verig in 





Žiberna R. Uporaba porotvornih bakterijskih toksinov za detekcijo in uporabo biomolekul. 
   Dipl. delo (UN). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020 
14 
 
5 OSTALI VIDIKI UPORABE NANOPOR 
5.1 DETEKCIJA KONFORMACIJSKIH SPREMEMB IN ORIENTACIJE PROTEINOV 
Večina prvotnih poskusov na področju zaznavanja molekul je bilo usmerjenih v detekcijo in 
analizo razvitih polimerov kot so DNA ali nezvitih proteinov oziroma peptidov. Proteini v 
nativnem stanju so predstavljali veliko omejitev zaradi svoje velikosti. Večina za analizo 
poznanih in uporabljenih nanopor je v premeru premajhnih za nemoten prehod celotnega 
proteina v nativni obliki. Izmed strukturno poznanih nanopor, zmožnih akomodacije proteina 
v nativni obliki, je bil v eksperimentalne namene do leta 2020 uporabljen le porotvorni toksin 
citolizin A, za katerega je dokazano, da lahko ujame proteine do velikosti ~40 kDa (Soskine 
in sod., 2015; Huang in sod., 2020). Soskine in sodelavci (2015) so ugotovili, da se nekateri 
proteini zadržujejo znotraj ClyA nanopore precejšen čas. Časi zadrževanja so odvisni od 
velikosti, naboja proteina in pore ter od smeri elektroosmotskih sil znotraj pore. Variirajo 
lahko od nekaj sekund do tudi več minut. Preko merjenja ionskega toka skozi nanoporo je 
zaradi daljšega časa zadrževanja proteina znotraj pore omogočen monitoring konformacijskih 
sprememb in orientacije ujetega proteina. Spremembe orientacije in oblike proteina so 
zaznane preko specifičnih blokad ionskega toka (Slika 8). Poleg tega, so Van Meervelt in 
sodelavci (2017) pokazali, da se proteini znotraj nanopore poravnajo v skladu z električnim 
poljem in da je ena sama sprememba naboja na proteinski površini lahko dovolj, da protein 
spremeni svojo orientacijo znotraj pore. 
 
Omenjena ClyA nanopora bi bila lahko uporabna kot orodje za monomolekularne študije 
proteina v nativni obliki. V poro ujete proteine bi prav tako lahko uporabili kot analitično 
orodje za spremljanje encimskih reakcij ali za zaznavanje specifičnih ligandnih molekul preko 
konformacijskih sprememb proteina (Van Meervelt in sod., 2017). 
 
 
Slika 8: Prikaz možnih dogodkov ob translokaciji proteina skozi nanoporo in njihovega vpliva na ionski tok, ki  
teče skozi nanoporo. a) Protein se transportira skozi poro brez interakcij z notranjo površino pore. Prikazan je 
velik padec v toku. b) Protein med transportom skozi poro spreminja svojo orientacijo, ki se kaže v padcu 
ionskega toka in njegovem nihanju med dvema različnimi vrednostima v času znotraj pore. c) Protein v različnih 
konformacijskih stanjih povzroči različno velike blokade toka in se znotraj pore zadržuje daljši ali krajši čas. d) 
Vezava ligandne molekule na protein povzroči večjo blokado toka kot bi jo sicer samo protein. Na grafu je 
prikazana večkratna vezava in disociacija liganda s proteina (prirejeno po Varongchayakul in sod., 2018). 
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5.2 UPORABA NANOPOR V METABOLOMIKI 
Metabolomika je obsežna študija majhnih molekul, ki vključujejo majhne molekulske 
substrate, intermediate in produkte metabolizma, ki jih imenujemo metaboliti. Metaboliti so 
vitamini, sladkorji, aminokisline, ioni, in druge transportne molekule, potrebne za delovanje 
esencialnih procesov znotraj biološkega sistema. Vsi metaboliti znotraj specifičnega 
biološkega sistema so definirani z besedo metabolom. V kontrastu z drugimi -omskimi 
pristopi, metabolomika zaradi direktnega spremljanja metabolitov in njihovih koncentracij, 
odraža dejansko stanje celice in njeno biokemijsko aktivnost. Ker na metabolom vpliva 
življenjski slog posameznika, vključno z njegovo dieto, starostjo, fitnesom, hormonskim 
ravnovesjem, prejetimi zdravili in zdravljenjem, lahko s pomočjo metabolomike spremljamo 
zdravstveno stanje pacienta na molekularnem nivoju. To nam omogoča zgodnje odkrivanje 
različnih bolezni, kot so rakava obolenja, kardiovaskularne bolezni in nevrodegenerativne 
bolezni, kot je demenca. Pri omenjenih boleznih se pred pojavom vidnih simptomov spremeni 
sestava metaboloma. Preko analize metaboloma krvi bi bilo mogoče diagnosticirati tovrstne 
bolezni v začetnih fazah razvoja, kar bi drastično pripomoglo k uspešnemu zdravljenju 
(Zernia in sod., 2020; Valle-Inclan in sod., 2019). 
 
Do dokaza o delovanju koncepta so Zernia in sodelavci (2020) prišli po slednjem pristopu. 
Kot pri ostalih poskusih je tudi tukaj uporabljena nanopora v membrani, ki predeljuje dve z 
elektrolitno raztopino napolnjeni komori, cis in trans. Čez membrano ustvarjena napetost 
povzroči merljiv tok ionov in prehod analitov skozi poro. Za detekcijo metabolitov so 
uporabljeni specifični molekulski adapterji, ki ostajajo znotraj nanopore daljši čas. Adapterji 
uporabljeni v poskusu so ABC transporterji znani po tem, da ob specifični vezavi liganda 
spremenijo svojo komformacijsko obliko. Znotraj pore pride do vezave liganda na ujeti 
proteinski adapter, kar spremeni konformacijo proteina in posledično njegov položaj znotraj 
pore. Spremembe se zaznavajo preko analize ionskega toka, ki teče skozi nanoporo. Zaradi 
preklapljanja med konformacijskimi oblikami proteina znotraj pore je mogoče sklepati na 
koncentracijo liganda v raztopini oz. biološkem vzorcu, na primer krvi. 
6 ZAKLJUČEK 
Porotvorni bakterijski toksini so največja skupina citotoksičnih proteinov, ki obsegajo širok 
spekter oblik in velikosti. Visoka raznolikost PFT in njihova sposobnost, da tvorijo selektivno 
in regulirano pot za vodo, ione in vodotopne molekule v bioloških in umetnih membranah, 
nudi številne možnosti za različne medicinske in biotehnološke aplikacije. Uporaba nanopor 
je v zadnjih nekaj letih od prvotne uporabe v tehnologiji sekvenciranja DNA  naredila velik 
korak proti sekvenciranju proteinskih aminokislinskih zaporedji in analizi proteinov v 
nativnem stanju. Metodologija se tako izkazuje kot zelo učinkovito in obetavno orodje na 
področju proteomike. Možne aplikacije pa se z novimi dognanji in znanjem o samem vedenju 
molekul znotraj pore le kopičijo. Z dobrim razumevanjem interakcij med proteinom in 
nanoporo se odprejo vrata k spremljanju sprememb konformacijskih stanj analita in 
encimskih reakcij v realnem času. 
 
Komercialno je trenutno na voljo le tehnologija sekvenciranja DNA z nanoporami, vendar po 
količini novih člankov pisanih na to temo predvidevam, da bo uporaba nanopor kmalu  
komercialno dostopna  tudi za druge namene in aplikacije. 
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